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Agrip

Haadin er ytri vorn likamans og jafnframt hluti af dneemiskerfi hans. Ef varnir hddarinnar bregdast og
moétefnavaki kemst i hidvefinn og veldur sykingu maeta frumur énaemiskerfisins til leiks. Angafrumur
sem stadsettar eru i hid taka upp métefnavakann og flytjast til neerliggjandi eitilvefja. bar raesa
angafrumurnar T- frumur sem eru sértaekar fyrir métefnavakanum. Vid reesingu T- fruma breytist
tjaning & ratvisissameindum a yfirbordi peirra en sameindirnar styra i hvada vefi T- frumurnar fara.
Angafrumur sem taka upp moétefnavaka i hid raesa T- frumur sem hefja tjaningu & CLA sameindinni
og hafa frumurnar sértaekni fyrir métefnavokum ar had. Stor hluti CLA+ T- fruma tja efnatogsviotakann
CCR4 sem bindst CCL17 efnatoganum sem er tjadur a aedapeli hudar. CCR10 efnatogsviotakinn er
tjddur & hluta CLA+ CCR4+ T- fruma. Efnatogi CCR10 er CCL27 og er hann tjadur i hadfrumum.
Pegar T- frumur skrida Ur blédras og yfir eedapelid tengist CLA sameindin E- selektin & aedapeli hudar.
CCRA4 viotakinn bindst svo CCL17 efnatoganum og pa virkjast integrinsameindir a T- frumunum sem
tengjast vidlodunarsameindum & aedapelinu. T- frumurnar geta par med skridid yfir sedapelid og i
ledurhtd sem er nedra vefjalag hddar og ad mestu byggt Gr kollageni. T- frumurnar skrida ar ledurhd
yfir i yfirhad fyrir tilstilli CCR10 vidtakans sem bindst CCL27 i hadfrumum i yfirh(d. begar komid er i
huovefinn sinna T- frumur hlutverki vid ad virkja adrar 6nsemisfrumur eda radast a veirusyktar frumur.

Markmio pessa verkefnis var ad hanna frumuraektunarmaodel sem likir eftir skridi T- fruma i huo.
Einnig ad skoda ahrif hudfruma og D- vitamins & tjaningu hidsérteekra ratvisissameinda a yfirbordi T-
fruma. Umhverfispeettir, par @ medal D- vitamin og bodefni sem eru til stadar vid raesingu T- fruma eru
talin hafa ahrif a tjAningu hidsértaekra ratvisissameinda T- fruma.

Honnun frumuraektunarmaodels félst i tilraunum & skridi fruma i kollagengel, sem likir ad nokkru leyti
eftir kollagenrikri ledurhid. Efnatogarnir CCL19 og CCL17 voru steyptir i gelid til ad auka frumuskrid.
CCL19 bindst CCR7 vidtakanum & T- frumum og CCL17 bindst CCR4 vidtakanum. Uppsetning &
samraekt sedapels- og hudfruma i Transwell kerfi var hluti af hénnun frumuraektunarmaédelsins.
Huofrumur voru raektadar i botni frumuraektunarbrunns og aedapelsfrumur reektadar & himnu i efri
frumuraektunarbrunni Transwell bakkans. Frumuskrid var skodad med pvi ad meela tjaningu a
hadsérteeku ratvisissameindunum hja T- frumum sem voru bundnar vid aedapelid og hja T- frumum

sem skridu yfir aedapelslagid og i botn til hudfruma.

Ahrif htudfruma og D- vitamins & tjaningu hudsérteekra ratvisissameinda T- fruma voru skodud med
samraekt einkjarna bl6dfruma og hudfruma, med eda an D- vitamins.

Tilraunirnar gafu visbendingu um ad hadfrumur hafi ahrif a CLA tjaningu hja T- frumum, en tjaning
hudsérteeku CLA sameindarinnar & T- frumum leekkadi i samraekt med huadfrumum. Frekari

uppsetningatilraunir & frumuraektunarmédelinu purfa ad fara fram til ad fullvinna modelid.



Abstract

The skin is our outermost defence against the external environment and also part of our immune
system. If a foreign antigen infects the skin, dendritic cells pick up the antigen, migrate to associated
lymphoid tissue where they activate the adaptive immune system, including T cells. Upon activation by
dendritic cells, the expression of homing molecules in T cells change and the cells start to express
non- lymphoid tissue specific homing molecules. Dendritic cells binding skin derived antigen migrate
to nearby lymphoid tissue and activate T cells which start to express the CLA skin homing molecule.
CLA+ T cell have specificity towards antigens derived from skin and can infiltrate the skin if the CCR4
chemokine receptor is coexpressed. CCR4 binds to the CCL17 chemokine which is expressed on
vascular endothelium in skin. CCL27 is expressed on epidermal keratinocytes, the chemokine binds to
the CCR10 receptor, expressed by CLA+ CCR4+ T cells. The CLA molecule in T cells binds to E-
selectin, expressed on vascular endothelium in skin. Then CCR4 binds to CCL17 and activate integrin
molecules in T cells which binds adhesion molecules on the endothelium. The T cells are then able to
infiltrate skin by crossing the vascular endothelium and into dermis. The T cells migrate to epidermis
when the CCR10 receptor binds to the CCL27 chemokine. When T cells have migrated to skin their

role is to activate immune cells and kill virus infected cells.

The aim of this project was to develop experimental model that mimics T cell migration to the skin.
Also to study the effects of epidermal keratinocytes and vitamin D on skin homing molecule
expression in T cells.

The first step in the developement of the experimental model was to study cell migration to
collagen gel. The idea was to use collagen gel to mimic the dermis layer in the skin which is mainly a
tissue of collagen protein. The chemokines CCL17 og CCL19 were added to collagen gels to increase
the cell migration. The next step in the developement of the experimental model was to culture
keratinocytes and HUVEC in Transwell assay. The cell migration was observed by analysing the
expression of skin homing molecules in T cells binding the HUVEC and in T cells that were able to
cross the HUVEC and migrate to the keratinocyte layer. The effects of keratinocytes and vitamin D on
skin homing molecule expression in T cells were studied in a coculture of keratinocytes and peripheral
blood mononuclear cells +/- vitamin D.

The results give a conclusion that keratinocytes effects the CLA expression in T cells. The CLA
expression in T cell was decreased in a culture with keratinocytes. Further experiments need to take
place in the developement of the experimental model.
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1 Inngangur

1.1 Onamissvar hadar

Haoin er ein af helstu vornum likamans til ad verjast utanadkomandi meinvéldum og gegnir pvi
mikilveegu hlutverki i éneemiskerfinu. HUGin skiptist i yfirhtd (e. epidermis) og ledurhid (e. dermis).
Yfirhadin skiptist i fjogur 16g, stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum og stratum
corneum, (mynd 1). Nedsta lag yfirhidar er stratum basale en par fer fram frumufjélgun hadfruma (e.
keratinocytes). Milli yfirhidar og ledurhidar liggur svo grunnhimnan sem hjélpar til vio ad proska og
sérhaefa hadfrumurnar. Hadfrumur eru i miklum meirihluta i yfirhd en adrar frumur finnast par einnig
eins og t.d. litfrumur (e. melanocytes), taugaskynfrumur (e. merckel cells) og angafrumur sem nefnast
Langerhansfrumur. Ledurhidin er ad mestu bandvefur sem samanstendur af kollageni, elastiskum vef
og reticular pradum. [ ledurhd er einnig ad finna bandvefsfrumur, taugafrumur auk 6ngemisfruma, par
a medal angafrumur, T- frumur, atfrumur og mastfrumur. Blédeedar liggja i gegnum ledurhid padan
sem frumur 6neemiskerfisins geta skridid til og fra a ferdalagi sinu milli bl6drasar og hudar. Vessasedar
eru i ledurhudinni og liggja peer til eitilvefja, angafrumur flytjast fra had og til eitilvefja i gegnum

vessaaedarnar (1).
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e vO = | O keratinocyte membrane
P e
" J \ CD9" 7,2 cel et
o e =
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== Bi00d vesse ~ SSGT,
. © e <
S g CYYo i
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Mynd 1. Vefjasamsetning hudar.

Hadin skiptist i tvd 16g sem adskiljast af grunnhimnu. Efri vefjahlutinn nefnist yfirhid og sa
nedri ledurhtd. Huadfrumur skipa steersta hluta af vef yfirhGdar sem skiptist i fjéra hluta.
Angafrumur sem nefnast Langerhansfrumur og litfrumur liggja medal hudfruma i yfirhddinni.
Ledurhadin er bandvefur, sem samanstendur af kollageni, elastiskum vef og reticular prddum.
Frumur i ledurhtd eru bandvefsfrumur, taugafrumur og auk pess éneemisfrumur, par & medal
angafrumur, T- frumur, atfrumur og mastfrumur. Bl6d og vessasedar liggja i gegnum
ledurhadina, mynd fra (1).
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Ef ytra byrdi hadarinnar bregst parf nattirulega énaemiskerfid ad taka til starfa. Hadfrumur i yfirhiid
geta hafid 6neemissvar med pvi ad virkjast i gegnum Toll-like vidtaka sem peer tja & yfirbordi sinu.
Toll-like vidtakarnir bindast ekki sérteekum moétefnavokum heldur pekkja sameindir sem eru algengar
medal motefnavaka sem komast inn i hddina. Sameindirnar sem Toll-like vidtakar bindast eru medal
annars LPS (lipopolysaccaride) sameindir & bakteriuveggjum, flaggelin a yfirbordi bakteria og
kjarnsyrusameindir i bakterium (2).

Toll-like vidtakarnir & yfirbordi hudfruma virkja par med hadfrumurnar til ad hefja framleidslu a
bodefnum og bakteriudrepandi peptioum. Hudfrumurnar virkjast einnig til ad tja efnatoga og
efnatogsviotaka en hlutverk efnatoga er ad draga fleiri hvit bl6dkorn i vefinn (2). Hadfrumur framleidoa
bakteriudrepandi peptidin, cathelicidin og B-defensin. Peptidin radast ad bakterium med pvi ad rjdfa
frumuhimnu peirra, auk pess sem peptidin midla bodefnaframleidslu i hudinni og toga fleiri hvit
bl6dkorn til hudar (1).

Toll-like vidtakar & hadfrumum virkja IL-13 bodefnaseytingu med pvi ad bregdast vid Gtfjdlublaum
geislum sem komast inn fyrir ytra byrdi hddar. Hadfrumur framleida évirkt IL-1B en bodefnid er ekki
virkt fyrr en hadfrumurnar eru virkjadar i gegnum Toll-like vidtaka og ensimid caspase-1 verdur
starfhaeft og virkjar IL-13 bodefnid (3).

Bodefnaseyting hadfruma getur haft ahrif a hddfrumurnar sjalfar og adleegar frumugerdir i
hadvefnum. Hadfrumur framleida m.a. bodefnin TNF-q, IL-18, IL-10, og IL-18 (1).

Nai frumur néattirulega énaemiskerfisins sem eru fyrstu varnir 6naemiskerfisins ekki ad vinna bug a
motefnavakanum pé taka frumur sérhaefda dneemiskerfisins vid. Angafrumur gegna lykilhlutverki i ad
reesa starfsemi T- og B- fruma sem eru frumur sérheefda 6naemiskerfisins. Pad sem einkennir starf
sérhaefda 6naemiskerfisins er ad frumur pess bera mikla sértaekni fyrir métefnavékum og angafrumur
reesa einungis peer frumur sem eru sérteekar fyrir métefnavakanum. Hlutverk T- fruma er ad drepa
veirusyktar frumur og virkja adrar frumur 6naemiskerfisins. B- frumur sinna hins vegar vessabundnu
6naemi. B- frumur eru medal annars virkjadar af T- frumum og angafrumum til ad mynda moétefni gegn
sértaeekum métefnavokum og seyta Ut i blédras (4).

Angafrumur eru upprunnar i beinmerg padan sem peaer fara sem einkyrningar (e. monocytes) i
blédras en geta skridio i vefi og ordid ad angafrumum. Angafrumur eru m.a. synifrumur en paer geta
synt motefnavaka & yfirbordi sinu og reesa adra frumur sem eru sérteekar fyrir métefnavakanum.
Angafrumurnar gegna lykilhlutverki vid ad byggja bra milli nattirulega og sérhaefda dneemiskerfisins
pvi auk pess ad reesa frumur sérhaefda kerfisins pa er bodefnaseyting reestra angafruma hluti af
Onaemisvari nattarulega 6naemiskerfisins (4). Langerhansfrumur eru angafrumur sem eru stadsettar
medal hudfruma i yfirh(d. | ledurhGdinni eru angafrumur dsamt fleiri hvitum blédkornum, svo sem T-
frumum og atfrumum (1).

Pegar angafrumurnar eru i éproskudu astandi i hudinni geta paer ekki raest adrar frumur, en pegar
angafrumurnar taka upp moétefnavaka fara peer i gegnum proskun og aukna sérheefingu. bProskun
angafrumunnar leidir til pess ad peer verda synifrumur og geta par med raest 6neemissvar i 6drum
frumum, par & medal T- frumum. Angafrumurnar hefja tjAningu a hjalparsameindunum CD80 og CD86
sem gerir peim kleift ad tengjast T- frumuvidtakanum & yfirbordi T- fruma. CD80 og CD86 vidtakarnir

gegna einnig hlutverki vid T- frumu sérhaefingu i angafrumuraesingunni. IL-12 bodefnaframleidsla
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angafrumunnar hefst vid proskun hennar en IL-12 bodefnasvarid er naudsynlegt fyrir reesingu T-
frumunnar. 1 6proskudu astandi angafrumunnar er tjaning MHC vefjaflokkasameinda i umfrymi
angafrumunnar. Pegar angafrumurnar taka upp métefnavaka er hann brotinn nidur i peptidbuta. MHC
sameindin bindur peptidbut og flyst & yfirbord angafrumunnar par sem motefnavakinn er syndur T-
frumum (4).

Angafrumur hafa nokkrar adferdir til pess ad taka upp métefnavaka sem peer rekast & i hadinni.
Angafrumurnar taka upp motefnavaka med frumuati (e. phagocytosis) (4), med vidtakamidladri
innfrymun (e. endocytosis) en i 6proskudu astandi angafrumunnar er mikil tjaning a yfirbordsvidtokum.
par & medal eru Toll-like vidtakar sem taka upp sameindir sem eru svo gleyptar med innfrymun.
Viotakarnir eru ekki sérteekir fyrir motefnavakasameindum heldur pekkja sameindir sem eru algengar
medal métefnavaka. Tjaning pessara vidtaka minnkar pegar motefnavakinn hefur verid tekinn upp i
angafrumuna og er pad hluti af proskun hennar i ad verda synifruma (5). Angafrumur geta einnig tekid
upp sameindir med frumudrykkju (e. macropinocytosis) en pa mynda paer atbolu um
utanfrumuvokvann sem er svo tekinn upp i frumuna. Angafrumurnar eru stédugt ad kanna umhverfi
sitt i leit ad motefnavokum og geta tekid upp sameindir i nanomolar og picomolar styrk med adferdum
sinum (4).

Raesing T- fruma fer fram i eitlum og flytiast angafrumur fr4 vefjum i gegnum vessazedar til
eitlanna. Par reesa angafrumurnar T- frumur i gegnum T- frumuvidtaka sem er sérteekur fyrir
moétefnavakanum sem er bundinn MHC vefjaflokkasameindinni & yfirbordi angafrumanna.

T- frumuvidtakinn er & yfirbordi T- frumanna en fleira parf ad koma til vid reesinguna en binding MHC
vefjaflokkasameinda og vidtakans. CD4 eda CD8 sameindirnar & T- frumum purfa einnig ad bindast
MHC sameindinni. T- frumuvidtakinn tengist CD28 sameindinni & T- frumum sem gegnir pvi hlutverki
ao bindast CD80 og CD86 hjalparsameindunum & angafrumunni. Binding CD28 vido CD80 og CD86 &
angafrumum leidir til IL-2 bodefnaframleidslu T- frumunnar. Seyting IL-2 er naudsynleg fyrir T-
frumufjdlgun og sérhaefingu peirra i raesingu auk pess sem bodefnaframleidsla angafrumunnar er

naudsynleg fyrir sérhaefingu T- frumusvarsins (6).

1.2 T-frumur

T- frumur eru upprunnar i beinmerg fra bl6dmyndandi stofnfrumum. T- frumurnar fara Gr beinmerg og i
héstarkirtil par sem paer gangast undir frekari proskun sem felur i sér genaendurrédun a
T- frumuvidtakanum. Genaendurrdédunin leidir til pess ad T- frumuvidtakinn hefur mikla sérteekni fyrir
motefnavokum. | hostarkirtli fer einnig fram jakveett og neikveett val & T- frumum. Jakveett val leidir til
pess ad CD4 og CD8 tvijakvaedar T- frumur fullproskast og verda annad hvort 6reyndar CD4 eda CD8
einjakvaedar T- frumur. Neikveett val i hdstarkirtli felst i pvi ad angafrumur syna T- frumum
sjalfsmétefnavaka, ef T- frumuvidtakinn bindst sjalfsmoétefnavakanum og éneemissvar reesist i T-
frumunum pa er peim umsvifalaust eytt i héstarkirtinum adur en peer na ad komast i blddras. betta
ferli @ ad koma i veg fyrir reesingu T- fruma vegna sjalfsmétefnavaka. T- frumur fara fra hostarkirtli sem
oreyndar CD4+ eda CD8+ T- frumur en 6reyndar T- frumur hafa ekki hitt fyrir og bundist métefnavaka
sem peer eru sértaekar fyrir (7).

MHC sameindir & angafrumum sem einnig eru tjadar & 6érum frumum likamans flokkast i tveer

gerdir sameinda, MHC | og Il. bessir tveir flokkar MHC sameinda skipta T- frumum i tvo undirhépa,
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CD4+ og CD8+ T- frumur eftir pvi hvora MHC sameindina paer tengjast vid angafrumuraesingu.

T- frumur sem bera CD4 sameindina bindast MHC Il sameindum og CD8+ T- frumur bindast MHC |
sameindum. CD4+ og CD8+ T- frumur hafa mismunandi hlutverk enda eru MHC sameindirnar sem
peer bindast med 6lika virkni. MHC | sameindin bindur innanfrumumoétefnavaka, sem eru sameindir fra
veirum en paer eru innanfrumusyklar. Hlutverk CD8+ T- frumanna er pvi drap veirusyktra fruma. MHC
Il sameindin sem bindst CD4+ T- frumum, bindur utanfrumumdétefnavaka sem eru teknir upp i
angafrumuna. Hlutverk CD4+ T- fruma er ad virkja adrar frumur 6naemiskerfisins medal annars B-
frumur til a0 mynda motefni, atfrumur til frumuéts i vefjum og toga hvit blédkorn & sykingarstad (4).

Meginundirflokkar CD4+ T- fruma eru T- stjérnunarfrumur, Tyl-, Ty2- og Tyl7- frumur. Peer hafa
mismunandi virkni og bodefnaframleidslu en flokkun frumanna er byggd a pvi hvada bodefni paer
framleida. Bodefni sem eru til stadar og seytt af angafrumum vid T- frumuraesingu akvarda i hvada
undirflokk T- fruman sérhaefist. Angafrumur sem seyta IL-12 og IFN-y sérhaefa Ty1- frumusvar en IL-4
seyting sérhaefir Ty2- frumusvar. TGF-B bodefnid studlar ad T- stjornunarfrumu- og Tyl7-
frumusérhaefingu (7).

Vid o6naemissvar seyta Tyl- frumur m.a. bodefninu IFN-y sem dregur ad fleiri atfrumur i vefi.
Atfrumurnar eru virkjadar til ad auka frumuat og fijarlaegja pannig bakteriur Ur syktum vef. Tyl-
frumubodefni geta einnig haft ahrif a B- frumur til ad framleida métefni. Ty2- frumur seyta bodefnum
sem virkja Oreestar B- frumur til ad framleida IgM motefni og sérheefa virkjadar B- frumur til ad
framleida 1gG, IgA og IgE motefnaisotypur. Tyl7- frumur gegna mikilveegu hlutverki i drapi a
bakterium med pvi ad virkja pekjufrumur til ad tja efnatoga sem draga ad Kkleifkyrninga (e.
neutrophiles) i vefi. T- stjornunarfrumur stjérna jafnveegi 6naemissvars og koma i veg fyrir préun
sjalfsofnaemissjukdéma. T- frumur gegna hlutverki i frumubundnu 6naemi og pvi purfa paer ad komast
ar bldédras og i vefi til ad sinna stérfum vid virkjun naemisfruma (7).

T- frumur geta skridid Ur bldédras og i vefi, en frumurnar skrida yfir aedapelid til pess ad komast &
afangastad. | bl6dras flaeda frumurnar mjog hratt og ralla eftir sedapelinu. Viéd pad verdur laus tenging
selektinsameinda vid bindla sina. E- selektin og P- selektin eru tjad a aedapeli i 6naemissvari en hvit
blédkorn tjd L- selektin. Lausleg tenging myndast milli sedapels og T- fruma i gegnhum
selektinsameindirnar en til ad sterkari binding verdi purfa efnatogsvidtakar & yfirbordi T- fruma ad
bindast efnatogum sem eru tjadir & aedapelinu (8).

Efnatogar eru tjaoir i eedapeli og fleiri vefjum og er skipt upp i tvo hdpa eftir stadsetningu a
cysteinesameindum i amindsyruréd peirra. CC efnatogar hafa tveer adliggjandi cysteinesameindir en
CXC efnatogar hafa aminésyruh6p sem adskilur cysteinesameindirnar. Efnatogar bindast
efnatogsviotokum & hvitum blédkornum en hlutverk efnatogans er ad toga hvit blédkorn ar blédras og i
vefi par sem bélga hefur myndast og énaemissvar verid reest. T- frumur og énnur hvit blédkorn tja a
yfirbordi sinu efnatogsvidtaka en peir eru eru G- préteintengdir vidtakar i frumuhimnu. bPegar efnatogi
tengist efnatogsvidtakanum pa breytist I6gun vidtakans sem veldur pvi ad hann tengist G- préteini og

af stad fara efnahvorf sem leida til pess ad bodferli fer i gang sem fruman bregst vid (9).
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Tenging efnatoga og efnatogsvidtaka leidir til virkjunar a integrinsameindum, en pad eru sameindir
4 yfirbordi T- frumanna sem tengjast vidlodunarsameindum & aedapeli. begar integrinsameindir hafa
bundist sameindum & aedapeli myndast sterk tenging milli T- fruma og sedapels sem gerir
T- frumunum Kleift ad skrida milli eedapelsfruma og i vefi, (mynd 2). Bélguastand i likamanum studlar
svo ad auknu skridgi T- fruma yfir sedapelid og i vefi vegna aukinnar tjaningar efnatoga a
aedapelsfrumum sem taka patt i skridi T- frumanna Ur bl6dras. T- frumur i blédras hafa mismunandi

tjaningu & yfirbordssameindum sem styra og forrita i hvada vefi frumurnar skrida (10).
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Mynd 2. Skrid T- fruma ar bl6dras og i vefi.

Lausleg tenging verdur milli selektinsameinda vié bindla sina pegar T- frumurnar fleeda eftir
aedapelinu i blodras. Fastari tenging kemst svo a pegar efnatogar tjadir a sedapeli tengjast
efnatogsviotokum & yfirbordi T- fruma. Vid tengingu efnatoga og vidtaka peirra virkjast

integrinsameindir T- fruma sem tengjast svo vidlodunarsameindum & aedapeli. T- frumur
skrida svo i gegnum aedapelid og i vefi, mynd fra (11).

Oreyndar T- frumur tja efnatogsvidtakann CCR7 sem bindst efnatogunum CCL19 og CCL21 sem

eru tjadir i eedapeli. begar éreyndu T- frumurnar skrida eftir aedapelinu bindst L- selektin & yfirbordi
frumanna vid sedapelssameindina PNA (peripheral node addressin), bindingin leidir til lauslegrar
tengingar milli 6reyndu T- frumanna og aedapelsins. Tenging CCR7 vidtakans vid efnatogana CCL21
og CCL19 leiair til virkjunar & LFA-1, VLA-4 og a4f37 sem eru integrinsameindir a adapelinu.
Integrinsameindirnar bindast vidlodunarsameindum & aedipeli, LFA-1 bindst ICAM-1, VLA-4 bindst
VCAM-1 og a4B7 bindst MadCAM-1. begar integrinsameindirnar bindast vidlodunarsameindum &
aedapeli geta T- frumurnar skridid milli aedapelsfrumanna og Ur blodras. Oreyndar T- frumur eru &
stanslausri hreyfingu Gr blédras og i eitla par sem paer leitast vid ad vera reestar af angafrumum.
T- frumureesing hefst ef T- frumuvidtakinn er sérteekur fyrir métefnavakanum sem angafruman synir. Ef
T- frumurnar raesast ekki snla peer aftur til blédrasar en ef raesing hefst pa sérhaefast T- frumurnar og
tjianing ratvisissameinda a yfirbordi peirra breytist. Tjaning & eitlasérteeku ratvisissameindunum L-
selektin og CCR7 minnkar og T- frumurnar tja ratvisissameindir sem eru sértaektar fyrir vefi sem ekki
eru af eitilvefjauppruna (9) (10).

| 6naemissvari breytast adstaedur i sedapeli. Blodfleedi um vefi eykst med Gtvikkun @eda, bélga
myndast og sameindir og frumur eiga audveldara med ad skrida i vefi pvi aedar verda lekari. Tjaning
vidlodunarsameinda & sedapeli eykst og peer tengjast hvitum blédkornum sem skrida yfir eedapelid a
leid Ur blodrds (12). TNF-a og IL-1B eru bdélgubodefni sem seytt eru af frumum nattarulega
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onaemiskerfisinas i upphafi dnaemissvars, auk pess sem T- frumur, aedapelsfrumur og huadfrumur
framleida bodefnin (13) (1). Seyting bodefnanna verkar & adapelsfrumurnar med auknu bélgusvari og
tjdning efnatogans CCL21 og vidlodunarsameindanna E- selektin, ICAM- 1 og VCAM- 1 eykst. bessi
vidbrdgd aedapels i dnaemissvari leida til aukningar a skridi T- fruma ar blddras og i eitilvefi (10).

1.3 Ratvisi T- fruma

Pegar 6reyndar T- frumur eru reestar af angafrumum breytast ratvisiseiginleikar peirra og frumurnar
hefja tjaningu & vidtokum sem studla ad vefjasérteekri ratvisi, en dreyndar T- frumur tja eitlasértaeka
ratvisisvidtaka. Hvadan angafrumurnar sem raesa T- frumurnar koma og hvada bodefnum paer seyta
skiptir mali vio akvérdun & ratvisiseiginleikum T- fruma. Angafrumur i hiid sem flytjast til neerliggjandi
eitilvefja reesa T- frumur sem hefja tjaningu ratvisisvidtaka sem eru sérteekir fyrir h(d. Sama 4 vid um
ratvisisvidtaka T- fruma sem eru sértaekir fyrir meltingarveg, angafrumur sem flytjast fra meltingarvegi
og i neerliggjandi eitilvefi reesa T- frumur sem tja ratvisisvidtaka sem eru sértaekir fyrir meltingarveg
(14). T- frumur sem bula yfir ratvisi til meltingarvegar tja o4B7 integrinsameindina sem bindst
MadCAM-1 vidlodunarsameindinni & adapeli i meltingarveg (10).

T- frumur sem tja sameindina CLA (cutaneous lymphocyte associated antigen) eru frumur sem
hafa sértaekni fyrir moétefnavokum Ur h(d og hafa peer ratvisiseiginleika til hudar. CLA sameindin er
bindill fyrir vidlodunarsameindina E- selektin sem er tjad a sedapeli hudar. CLA+ T- frumur og
E- selektinsameind aedapels tengjast pegar T- frumur eru i bl6édras a leid til hudar eftir ad hafa verid
reestar (15). Stor hluti CLA+ T- fruma tja efnatogsvidtakann CCR4. Bindill CCR4 vidtakans er
efnatoginn CCL17 sem er tjddur & aedapeli. CCR10 efnatogsvidtakinn er tjddur 4 hluta CLA+ CCR4+
T- fruma i hud, efnatogi CCR10 er CCL27 og er tjadur i hadfrumum (16).

Pegar T- frumur & leid til hidar hafa bundist E- selektin & sedapeli i gegnum CLA sameindina pa
leidir pad til lauslegrar tengingar milli T- frumu og aedapelsins. Tenging efnatogans CCL17 & sedapeli
vid CCR4 vidtakann & CLA+ T- frumum leidir til virkjunar & integrinsameindum sem tengjast
vidlodunarsameindum & aedapelinu. Fruman getur pa skridid milli seedapelsfrumanna og i vefinn, (mynd
3) (10). Samspil CLA og CCR4 er talid styra skridi T- fruma i hadvef, en hlutverk CCR10 i pessu
sambandi er ekki alveg ljost. Ovirkjun & CCR10 eda CCR4 vidtakanum hindrar ekki skrid T- fruma i
hao en pegar badir vidtakarnir er ovirkjadir samtimis hamlar pad skridi T- fruma i hudvef. Vidtakarnir
virdast pvi hafa samspilandi hlutverk i ad styra CLA+ T- frumum i hadvefinn (17), (18). Mjog faar T-
frumur i bl6di tja CCR10 vidtakann og eru einungis CLA+ T- frumur sem tj& vidtakann. Oljost er hvort
aod tjaning viotakans & T- frumum eykst vid raesingu i eitlvefjum af angafrumum eda pegar T- frumur
hafa skridid i hadvefinn (14). CCL27 er efnatoginn sem bindst CCR10 vidtakanum en hann dregur ad
til hddar CLA+ T- frumur sem tj& CCR10 vidtakann. Bodefnin TNF-a og IL-13 sem eru medal annars
seytt af hudfrumum vid reesingu 6neemissvars auka in vitro tjaningu a CCL27 efnatogunum (19).
Umhverfispeettir, par & medal D- vitamin og bodefni sem eru til stadar vid raesingu T- fruma eru talin

hafa ahrif & tjaningu vefjasértaekra ratvisissameinda & T- frumum.
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Mynd 3. Skrid T- fruma i hao.

T- frumur sem skrida til htdar tja CLA sameindina sem bindst E- selektin & aedapeli hudar,
efnatogsviotakinn CCR4 & yfirbordi CLA+ T- fruma bindst svo efnatoganum CCL17 a
aedapelinu. Hiuti CLA+ CCR4+ T- fruma tja einnig CCR10 vidtakann, efnatogi hans er CCL27
sem huofrumur tja. Angafrumur tjd ensim sem geta hvarfad D- vitamin i liffreedilega virkt form,
en ef D- vitamin er til stadar i angafrumuraesingu T- fruma eykst CCR10 tjaning peirra, mynd fra
(20).

1.4 D-vitamin

D- vitamin er fengid Ur feedunni eda myndad i htid med hjalp solarljoss. | efsta lagi hudarinnar hvarfar
sélarljés 7- dehydrocholestrol i D3- vitamin, en 7- dehydrocholestrol er i miklu magni i hadinni. bvi er
mesta framleidsla D3- vitamins i had, nanar tiltekio i yfirhid par sem er mesti styrkur 7-
dehydrocholestrol. D3- vitamin er svo ummyndad i 25-dihydroxyvitamin D3 (25(OH)D3) sem er
flutningsform vitaminsins. Lifur getur myndad flutningsform D- vitamins med ensiminu CY27AL. |
nyrum er 25-dihydroxyvitamin D3, flutningsformi D- vitamins ummyndad af ensiminu CY27B1 i
liffreedilega virka formid, 1,25(0H)2VD3 (framvegis nefnt D- vitamin). Angafrumur tjd ensimin
CY27A1 og CY27B1 og geta par af leidandi baedi myndad flutningsform og liffreedilega virka form D-
vitamins en einnig geta reestar T- frumur og hudfrumur myndad liffreedilega virka form D- vitamins
(21).

D- vitaminid verkar i gegnum D- vitaminvidtakann sem m.a. angafrumur, atfrumur og reestar T-
frumur tja. begar D- vitaminid bindst D- vitaminvidtakanum breytist |16gun vidtakans og hann bindst
retinoid X vidtakanum, vidtakasambandid bindst D- vitamin umritunarstilli innan styrisvaedis a D-
vitamin responsive geninu. betta kemur af stad ferli sem leidir til breytinga & hrada RNA- polymerasa
Il og par med umritun gena (22).

D- vitamin hefur hamlandi ahrif & sérhaefdari frumur dneemiskerfisins, par a medal T- og B- frumur
og angafrumur. D- vitamin hamlar umritun gena fyrir bodefninu IL-2. T- frumur hefja framleidslu a IL-2
pbegar peer eru reestar en bodefnid er naudsynlegt fyrir T- frumufjélgun vid reesingu. D- vitaminid
minnkar IL-12 og IFN-y bodefnaframleidslu i angafrumum en bodefnin sérhaefa Tyl frumursvar. D-
vitamin hefur einnig hamlandi &hrif a frumuvirkni CD8+ T- fruma (21).

Angafrumur geta hvarfad D- vitamin i liffreedilega virka formid par sem peer tja ensimin CY27A1 og

CY27B1, (mynd 3). begar D- vitamin er til stadar vid angafrumuraesingu T- fruma in vitro eykst tjaning
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CCR10 vidtakans (23) en D- vitaminid hamlar aftur & méti tjAningu CLA sameindarinnar (24).

Talid er ad pegar T- frumur reesast og fara fra eitilvef og til hidar par sem D- vitamin er i miklum
styrk, ad pa aukist CCR10 tjaning T- frumanna og frumurnar skridi fra ledurhid til efnatogans CCL27
sem er tjadur i hadfrumum i yfirhid (14). [ bl6di er CCR10 tjaning lag & T- frumum en styrkur D-
vitamins i blodinu er ekki neegilegur til ad hafa ahrif a tjaningu viétakans, pvi er talid ad CCR10
tjaningin aukist pegar T- frumurnar komi til hadar par sem D- vitamin er i miklum styrk. D- vitamin
hefur ahrif & fleiri ratvisissameindir en pad hamlar tjaningu sameindarinnar a4f37 sem gegnir hlutverki
i ratvisi og skridi T- fruma i meltingarveg (20).

1.5 Psoriasis

Psoriasis er bolgusjiukdomur i had sem einkennist af éjafnveegi a 6neemissvari i hadvefnum. Huo
psoriasissjuklinga er med raudum og hvitleitum, upphleyptum skellum i h(d. Skellurnar koma til vegna
of hradrar frumufjdlgunar haédfruma i yfirhGdinni. Hradi mitésuskiptingar i kjarna huadfruma
psoriasissjuklinga er mun meiri en i edlilegri hud sem leidir til pykknunar a yfirh(d. Offjélgun frumanna
leidir til pess ad hadfrumurnar eru vanproskadar og hornlagsmyndun er 6fullkomin i stratum corneum,
efsta lagi yfirhGdarinnar. Aukin iferd dnaemisfruma er i hlid psoriasissjiklinga, pa sérstaklega T- fruma,
angafruma og atfruma i ledurhid og kleifkyrninga og T- fruma i yfirhid. Samfara aukinni iferd
6naemisfruma fylgir aukin bodefnaseyting i htd, par & medal TNF-a og IL-1B. Ojafnveegi & starfsemi
haofruma og fruma éneemiskerfsins, pa adallega T- fruma og angafruma eru talin eiga samspilandi
hlutverk i sjukdomnum (25).

T- frumur i yfirhtd psoriasissjuklinga eru mest Tyl- og Tyl7- frumur sem hafa skridid fra ledurhid
og seyta Tyl7- frumur bodefnunum IL-22 og IL-17. IL-22 bodefnaseytingin er talin auka
haofrumufjélgun i yfirhid (26) og aukin bodefnaseyting IL-17 fylgist svo ad med auknum framgangi
sjukdémsins (27).

Hindrun a efnatogum og efnatogsvidtékum sem styra T- frumum til hidar geeti verid moguleiki sem
medferd til ad hindra iferd T- fruma i hid psoriasissjuklinga par & medal efnatoganum CCL27 og
vidtakanum CCR10 sem eru taldir gegna hlutverki vid skrid T- fruma innan hidar (14). Bodefnin TNF-a
og IL-1B sem offramleidsla er af i psoriasishid auka in vitro tjaningu CCL27 efnatogans (19). Tjaning
CCL17 efnatogans er aukin i psoriasishid midad vid edlilega had (28). Inngjéf moétefna gegn CCL17
og CCL22 efnatogunum minnkudu bdlgu i eyra musa, petta geeti pvi verid einn af méguleikunum til ad
hindra ferd T- fruma til hadar. CCL17 bindst CCR4 vidtaknum og CCL22 efnatoginn er tjadur af

angafrumum og atfrumum (29).

1.6 Frumureektunarmédelid

Uppsetning privids frumuraektunarmaédels sem likir eftir skridi T- fruma Ur blddrés, yfir sedapelid og i
had var eitt af markmidum pessa rannsoknarverkefnis. | 6llum tilraunapattum verkefnisins voru notadar
einkjarna bléoéfrumur sem voru einangradar fra bl6di og reektadar pangad til reesing 6naemissvars var
hafin. Einkjarna bléofrumur eru hvit blédkorn sem hafa hringlaga kjarna, T- frumur eru hluti af peim

frumuhop. Métefnaraesing var notud til ad reesa éneemissvar i T- frumum, pessi adferd likir eftir
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reesingu i gegnum T- frumuvidtakann. Motefni gegn CD3 sameindinni sem er hluti af T-
frumuvidtakanum og CD28 sameindinni & T- frumum voru notud. bessi adferd reesir allar T- frumur
olikt pvi sem gerist vid angafrumuraesingu en pa reesast einungis T- frumur sem eru sérteekar fyrir
motefnavakanum (30).

Fyrsti hluti verkefnisins var ad skoda skrid fruma i kollagengel, en hugmyndin var ad gelid myndi
koma inn i frumuraektunarmaodelido sem liking vid ledurhtddina sem er kollagenrik. Fyrri rannséknir hafa
synt ad bléofrumur skrida illa i kollagengel en syna pd aukid skrid ef gelid inniheldur efnatoga (31).
CCL17 efnatoginn var steyptur i gelid en hann bindst CCR4 vidtakanum sem er tjadur & hadsértaekum
T- frumum. TGF-B var baett i reekt einkjarna bl6dfrumanna en samkveemt Sallusto og félégum eykur
bodefnid mRNA tjaningu CCR4 vidtakans (32), tilraun var pvi gerd til ad auka tjaningu CCR4
vidtakans og pannig auka skrid fruma par sem CCL17 var steypt i kollagengelid.

| framhaldi af rannsoknum & skridi fruma i kollagengeli var sett upp frumuraektunarmaédel i
Transwell frumuraektunarbakka. I botni frumuraektar voru hudfrumur en sedapelsfrumur voru raektadar i
faeranlegum efri brunni Transwell raektunarbakkans. Botn efri brunnarins er Gr polycarbonatehimnu
sem er samansett af 5,0 um géngum sem frumur geta skridid i gegnum. Einkjarna blodfrumur voru
notadar i skridtilraununum, peer voru settar ofan a sedapelslagid og skrid peirra yfir sedapelio, i
gegnum himnugdngin og i botn til hGofruma var skodad.

Til ad likja eftir reesingu 6neemissvars voru hid- og aedapelsfrumurnar medhdndladar med TNF-a
og IL-1B en bodefnunum er medal annars seytt i upphafi 6naemissvars af frumum nattarulega
o6naemiskerfisins, aedapelsfrumum og hudfrumum. Tjaning bodefnanna eykur medal annars tjaningu
CCL27 i huofrumum (19) og E- selektin tjaningu a sedapelsfrumum (10).
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2 Markmio

Markmid verkefnisins er ad rannsaka samspil aedapels, hudfruma og D- vitamins i tengslum vid

tjaningu ratvisissameinda a hidsaeknum T- frumum. Sértaek markmid verkefnisins eru:

1. Hanna privitt frumuraektunarmaodel sem likir eftir in vivo adsteedum i skridi T- fruma ar bldoras,

yfir sedapel og i hudvef.

2. Rannsaka samband T- fruma vid hadfrumur i navist D- vitamins en vitad er ad pad getur haft

ahrif & hadéfrumur sem og T- frumur.

3. Skooa ahrif samraektar huéfruma og T- fruma & tjaningu hddsasekinna ratvisissameinda a

yfirbordi T- frumanna.
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3 Efni og adferdir

3.1 Frumueinangrun
Einkjarna blédfrumur voru einangradar Ur hvitkornapykkni (e. buffy coat) heilbrigds blddgjafa fra

Blédbankanum eda heilbl6di i EDTA synaglasi fra sjalfbodalioa.

Einkjarna frumur voru einangradar Ur blodi med péttniskiljunaradferd, notad var Ficoll (Sigma-
Aldrich) sem er lausn af polysucrose og sodium diatrizoate, til ad skilja einkjarna frumur fra 6drum
bl6ofrumum. BI66id var pynnt 1:4 med DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline) an MgCl, og
CaCl; (Gibco) og sett mjog varlega ofan & 13 ml af Ficolllausn i glasi. Edlismassi Ficoll er heerri en i
bl6di og pvi flytur bléd ofan a Ficolllausninni fyrir einangrun. Glésin voru sett varlega i skilvindu sem
var stillt & 1100 rpm i 30 mindtur. Eftir skilvinduskref hofou einkjarna frumur skilist frd 6drum

bl6dfrumum og einkjarna frumulagid flaut ofan & Ficolllausninni, (mynd 4).
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Mynd 4. Einangrun einkjarna bl6dfruma med péttniskiljunaradferd.

Bl60 ofan a Ficolllausn i glasi a mynd til vinstri. Eftir adskilnad eru raudbl6dkornafrumur a
botninum en einkjarna frumulag liggur ofan & Ficolllausn, sja mynd til haegri, mynd fra (33).

Frumulagid var sogad med pipettu ofan af Ficolllausninni og einkjarna bl6défrumurnar pvegnar.
Frumupvottur med DPBS (Gibco) + 0,2% hitadvirkjudu FBS (fetal bovine serum) (Gibco) (framvegis

nefnt FBS) var endurtekinn tvisvar i skilvindu & 1100 rpm i 10 mindtur.

3.2 Frumuraekt einkjarna blédfruma

Uppsetning frumuraektar héfst & talningu einkjarna bl6dfruma. Frumubotnfallid var leyst upp i DPBS
med 0,2% FBS. Lithum 0,4% Trypan Blue (Sigma- Aldrich) var blandad til helminga vidé 50 pl af
frumulausninni. Hvitu blédkornin voru talin & blédfrumutalningargleri i 40x steekkun i smasja, fjoldi
fruma var reiknadur samkveemt formulu 1.

Formula 1. Talning x pynning x rimmal vékva x 10%.
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A8 loknum Utreikningi & fjdlda fruma var frumupéttni stillt & 1x10° frumur/ml med pvi ad leysa
frumurnar upp i atinu RPMI 1640 (Gibco) med 10% FBS. Atid innihélt einnig syklalyfjalausn med 10
mg/ml streptomycini og 100 U/ml af penicillini (Sigma- Aldrich) (framvegis er eeti nefnt RPMI).

Frumupéttnin var stillt & 5x10° frumur/ml ef frumurnar voru litadar med CFSE eftir einangrun.

Frumur voru feerdar i reektunarbakka med 24 brunnum (Nunc), i hvern brunn var sett 1 ml af
frumulausn og i hverjum brunni var pvi ein milljon fruma. Brunnarnir voru sélarhring &dur hadadir med
einstofna métefnum. Frumurnar voru reektadar i 37°C frumuraektunarskap med 5% koldioxid. Annan
hvern dag var frumunum skipt upp til helminga og i nyja brunna, dsamt pvi ad fa ferskt aeti, RPMI +
10% FBS og 10 ng/ml af IL-2 (Biolegend). T- frumur hefja IL-2 bodefnaframleidslu vid raesingu og er
pad naudsynlegt fyrir T- frumufjélgun.

Einkjarna blédfrumur sem voru reektadar fyrir tilraunir & skridi einkjarna blédfruma i kollagengeli

voru medhdndladar i upphafi frumuraektar med eda an 2 pg/ml af bodefninu TGF-B1 (R&D systems).

3.2.1 Raesing 6neemissvars i T- frumum
Einstofna motefni gegn sameindunum CD3 og CD28 (Ebioscience) voru notud til ad raesa éneemissvar
i T- frumum i gegnum T- frumuvidtakann. Einnig var préfad ad nota 1 mg/ml af mitégeninu PHA

(Sigma- Aldrich) i nokkrar tilraunir.

1 ul af einstofna anti CD3 og anti CD28 voru leyst upp i 1 ml DPBS. Frumureektunarbakki med 24

brunnum var hadadur med 300 pl af métefnalausninni i hverri holu og bakkinn var yfir nott vid 4°C.

3.2.2 Litun einkjarna blodfruma med CFSE

Einkjarna bl6ofrumur voru litadar med CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester)
(Molecular Probes- Invitrogen) til ad skoda reesingu Oneemissvars i frumum og einnig voru
flaorljomandi eiginleikar CFSE nyttir til ad skoda skrid fruma i kollagengeli. Vid litun flaedir CFSE inn i
frumurnar og par kljufa esterasar acetathép af efninu, vio hvarfid verdur CFSE fluorljémandi og getur
auk pess ekki fleett at ar frumunni. Pegar CFSE litud fruma fjélgar sér skiptist liturinn i détturfrumurnar

og pvi er haegt ad nota adferdina til ad skoda frumufjolgun i frumufleedisja.

Einkjarna bl6dfrumur voru CFSE litadar strax eftir frumueinangrun, frumurnar voru pvegnar einu
sinni fyrir litun med DPBS. Frumurnar voru taldar i smasja med sdmu adferd og lyst hefur verid og
reiknad samkvaemt formdlu 1. Frumupéttni var stillt & 5x10° frumur/ml af DPBS

5 mM CFSE stokklausn var Gtbdin med pvi ad leysa CFSE upp i DMSO (dimethylsulfoxide). CFSE
stokklausnin var svo pynnt med DPBS fyrir litun og voru einkjarna blédfrumurnar litadar med 0,5 uM
CFSE i 37°C vatnsbadi i 7 minatur. Hvarfid var stddvad med FBS og frumurnar spunnar tvisvar nidur
a 1100 rpm i 10 minatur uppleystar i RPMI + 10% FBS. Frumurnar voru taldar og frumupéttni stillt &
1x10° frumur/ml af RPMI + 10% FBS fyrir frumuraekt.

3.3 Kollagengel steypt i frumuraektunarbrunna
Kollagenlausn med efnatogunum CCL17 og CCL19 (R&D systems) var steypt i 96 holu

frumuraektunarbrunna (Nunc) til ad skoda skrid einkjarna blodfruma i kollagengeli. 8 ml af PureCaol,
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Type | bovine collagen 3 mg/ml ad styrk (Advanced Biomatrix) var notad i kollagenlausnina. bvi var
blandad vid 1 ml af 10xRPMI 1640 (Sigma- Aldrich) +10% FBS, &tid innihélt einnig syklalyfjalausn
med 10 mg/ml streptomycini og 100 U/ml af penicillini (Sigma- Aldrich). begar kollagengel er steypt er
jafnan notad 10xPBS, frumurnar skridu hins vegar ekki i gelid pegar pad var notad og pvi var brugdio
4 pad rad ad nota eeti sem hentar fyrir T- frumur. Syrustigio i kollagenlausninni var stillt & pH 7,25- 7,5
med 100 mM NaOH.

Kollagenlausninni var skipt upp i fjogur glés og efnatogunum CCL17 og CCL19 blandad vid.
CCL19 styrkurinn var 3,5 pl/ml (10 nM), CCL17 var blandad vid lausnina i tveimur styrkjum, 32 pl/ml
(200nM) og 3,2 pl/ml (10nM).

150 pl af kollagenlausn var sett i brunna frumuraektunarbakkans med fjérum adstsedum.
Kollagenlausn an efnatoga, kollagenlausn med CCL19- 10nM, CCL17- 10nM og CCL17- 100nM.

Kollagenlausnin geladist svo vido 37°C i 50 mindtur.

3.3.1 Skrid einkjarna bléofruma i kollagengel

Pegar lausnin var ordin ad kollagengeli var skrid einkjarna blédfruma i gelid skodad, frumurnar voru
settar i mismunandi styrkjum ofan a gelid og skrid kannad med Zeiss LSM 5 Pascal confocal smasja a
mismunandi timapunktum. Mismunandi Utfeerslur voru a timapunktum og styrk fruma milli tilrauna til
pess ad sja hvada uppsetning & kollagengeli hentadi best til ad skoda skrid fruma i gelid. Frumurnar
voru CFSE litadar og voru fldorljomandi eiginleikar pess notadir til ad skoda frumurnar i confocal

smasjanni.

3.4 Hudfrumureektun

NHEK (normal human epidermal keratinocyte) hudfrumur (Lonza) voru raektadar i T 25 fléskur (BD).
Frumurnar voru reektadar i KGM Gold (Lonza) + 10% FBS, aetid innihélt einnig syklalyfjalausn med 10
mg/ml streptomycini og 100 U/ml af penicillini (Sigma- Aldrich). Eftirfarandi vaxtarpattum var baett i
eetid fyrir haodfrumureektunina samkveemt leidbeiningum fr4 Lonza: 0,5 ml hydrocortisone, 0,5 ml
transferrin, 0,25 ml epinephrine, 0,5 ml gentamycin sulfate amphotericin, 2,0 ml bovine pituitary

extract, 0,5 ml epidermal growth factor og 0,5 ml insulin.

Huofrumurnar voru reektadar i T 25 floskunum og fengu nytt seti, KGM Gold + 10% FBS annan
hvern dag. begar frumurnar hofédu pakid 70-80% af botni frumursektunarfléskunnar var 2 mi
trypsin/EDTA notad til ad losa frumurnar fra botni. Flaskan var sett i hitaskap i 5 minatur og einnig
fylgst med losun frumanna i smasja, hvarfio var stédvad med 4 ml af FBS. Frumurnar voru botnfelldar
vid 2000 rpm i 3 mindtur og peer leystar upp i KGM Gold + 10% FBS. Frumunum var skipt upp og sad
i frumureektunarbakka fyrir samreektir med einkjarna blodfrumum og einnig fyrir uppsetningu a

frumuraektunarmaodeli.
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3.5 Samraekt hudfruma og einkjarna bl6dfruma

Hadfrumur voru reektadar fyrir samraekt med reestum einkjarna blédfrumum | 24 holu
frumuraektunarbakka (Nunc). Hadfrumurnar fengu nytt eeti, KGM Gold + 10% FBS annan hvern dag.
Pegar hudfrumur i frumuraektunarbakka héféu pakid um 70-80% af botni brunnarins voru frumurnar

tilbanar | samraekt.

Einkjarna blédfrumurnar héfou verio i frumureekt i 5, 8, og 12 daga og reesing par med hafin pegar
peer voru feerdar i samraekt med hudfrumum. Dagamunurinn skyrist af mishrodum vexti hidfruma i
brunnum frumureektunarbakkans. Einkjarna bléofrumurnar voru taldar fyrir samreektina, notud var
sama talningaradferd og pegar frumurnar voru einangradar. Frumupéttnin var stillt & 5x10° frumur/m|
af RPMI + 10% FBS. Meling & tjaningu hudsérteeku ratvisissameindanna & T- frumum var gerd i

frumufleedisja adur en einkjarna blédfrumurnar héfu samraekt med hddfrumunum.

AEtio var sogad Ur brunni hadfrumanna og 500 pusund reestar einkjarna blodfrumur i 1 ml af RPMI
+ 10% FBS voru settar ofan a huadfrumulagid i botni frumureektunarbrunna. Frumureektin var
medhondlud med eda an 10 nM/ml af D- vitamini. Samraektin fékk ferskt aeti, RPMI + 10% FBS annan
hvern dag.

Tjaning hudsérteeku ratvisissameindanna a yfirbordi T- fruma var meeld & degi 1, 3, og 5-7 i
samraekt. Samraektin endadi af dvidradanlegum orsokum a premur mismunandi dégum, & dégum 5, 6
og 7. Frumurnar voru teknar Ur samraekt med tvenns konar haetti, fyrst var frumulagid sogad upp med
pipettu. Frumur sem voru ef til vill of fast bundnar vié hadfrumulagio til ad losna med pipettuadferd
voru losadar Ur brunnunum med 300 pl af trypsin/EDTA. Frumuraektunarbakkinn var i hitaskap i 1
minatu og smasja notud til ad fylgjast med losun frumanna. Hvarfid var stodvad med 300 ul FBS + 700

pul RPMI + 10% FBS. Frumunum var skilid nidur vié 1100 rpm i 10 minGtur 4dur en métefnalitun hofst.

3.6 Frumuraektunarmodel

Huofrumur sem voru notadar i uppsetningu & frumuraektunarmaodeli, voru leystar upp | KGM Gold +
10% FBS og sad i nedri botn i 24 holu Transwell frumuraektunarbakka (Corning). Ofan i hverjum
brunni er feeranlegur brunnur Ur polycarbonatehimnu sem er samansett af 5,0 um géngum sem
frumur geta skridid i gegnum. HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) aedapelsfrumum var
sad i himnubotn samkveemt adferd Jaffe og félaga (34). Blaaedar i naflastreng voru meltar med
collagenasa (0,1%) til ad losa sedapelsfrumurnar. Frumunum var sad i himnubotn Transwell bakkans i
getinu M199 (Gibco) + 20% FBS (Gibco).

Huofrumurnar og  aedapelsfrumurnar  voru  reektadar i  sitt  hvorum  Transwell
frumuraektunarbakkanum i 37°C frumuraektunarskap med 5% koldioxid. begar hidfrumurnar poktu um
70-80% af botni brunnarins voru feeranlegu efri brunnar faerdir yfir i frumuraektunarbakka hidéfruma.
Huofrumur og aedapelsfrumurnar voru medhondladar med og &n 5 ng/ml af bodefnunum IL-1B og
TNF-a (R&D Systems).

Solarhring seinna voru reestar einkjarna bléofrumur settar ofan & aedapelsfrumulagio. Einkjarna
bl6dfrumurnar voru pa a degi 5 til 6 i frumureekt. Tjaning hadsértaeku ratvisissameindanna & yfirbordi
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T- fruma var meeld 48ur en uppsetningartilraun & frumureektunarmdédelinu var framkvaemd. Einkjarna

bl6dfrumurnar voru taldar fyrir tilraun og var notast vid somu adferd og vid einangrun frumanna.

/Eti var sogad varlega af baedi hudfrumum og eedapelsfrumunum, i nedri brunn voru settir 0,6 ml af
RPMI + 10% FBS en i efri brunn voru 100 pasund raestar einkjarna blédfrumur leystar upp i 100 pl af
RPMI + 10% FBS. Einkjarna blédfrumurnar voru settar varlega ofan & aedapelslagid. Transwell
frumuraektunarbakkinn  var svo feerdur inn i frumuraektunarskap. Tjaning hudsértaeku
ratvisissameindanna a yfirbordi T- fruma var maeld hja tveimur frumuh6pum i frumuraektunarmaédelinu.
Annars vegar hja frumum sem hdoféu skridid yfir seedapelid og voru a botni vid hidfrumulagio og svo
hins vegar hja frumum sem héfou ekki ndd ad skrida yfir sedapelid.

Trypsin/EDTA var notad til ad losa frumur af himnubotni og einnig frumulagido i nedri botni
brunnarins. Hvarfid var svo stédvad med FBS og frumurnar spunnar nidur fyrir meelingu a tjaningu

hudsértaeku ratvisissameindanna a T- frumum.

3.7 Motefnalitun fyrir yfirbordssameindum & T- frumum

Tjaning yfirbordssameinda hja T- frumum var meeld med pvi ad lita frumurnar med flirmerktum
moétefnum sem eru sértaeek fyrir sameindirnar sem voru til skodunar. Tjaning sameindanna & T-
frumunum var skodud i MACSQuant Analyzer (Milteny Biotec). Einstofna motefni sem voru notud vid

ad lita T- frumurnar ma sja i toflu 1.

Tafla 1. Flarmerkt einstofna métefni gegn yfirbordssameindum a T- frumum.

Métefni Litur isétypa Klén Framleidandi
CCR4 PE migG2b | 205410 | R&D systems
CCR10 APC rlgG2a | 314305 | R&D systems
CD4 | PacificBlue| mlgGl | RPA-T4 Biolegend
CD4 PerCP mlgGl | RPA-T4 Biolegend
CD8 APC- Cy7 | mligG1 SK1 BD
CLA FITC rigM HECA452| Biolegend
CLA | PacificBlue| rigM HECA452| Biolegend
rigM FITC rigM G53-238 BD
rigG2a PE rigG2a | R35-95 BD
mlgG2b PE migG2b | 133303 R&D

Frumurnar voru losadar Ur reekt og skilid nidur & 1100 rpm i 10 minatur fyrir métefnalitun.
Frumubotnfall var leyst upp i DPBS og 1 pl af métefnum var blandad i 100 pl af frumum. Eftir
motefnablondun purfa frumurnar 30 minatur vid 4°C og myrkur medan maotefnin bindast sameindunum
sem pau eru sérteek fyrir, ad lokum var frumupvottur framkveemdur med DPBS i skilvindu & 1100 rpm i

10 mindtur.
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3.8 Frumufleedisja
Tjaning yfirbordssameinda & T- frumum var meeld i frumuflaedisja, frumurnar voru leystar upp i DPBS
fyrir meelingu. Synin voru meeld i MACSQuant Analyzer (Milteny Biotec) sem stadsett er &
bl6dmeinafreedideild LSH.

I MACSQuant Analyzer eru frumurnar fljétandi i einfrumulausn i teekinu pegar ljosgeisli érvar
flarjdmun métefnanna sem eru bundin yfirbordssameindum T- frumanna. Ljdsnemi nemur
flarljdGmunina og meelir kyrningu og steerd frumanna; styrkur flarljomunnar er i réttu hlutfalli vid bindingu
métefna vid sameindir & yfirbordi T- fruma. | teekinu er haegt ad skodad fjdlda og tidni T- fruma sem

tjair sameindirnar sem merktar hafa verid med flarljdmandi sameindum.

3.9 Urvinnsla gagna

Myndraen gégn um tjningu yfirbordssameinda a T- frumum eftir maelingu i MACSQuant Analyzer voru
unnin med forritinu FlowJo (TreeStar). Vid tolfraedilega Grvinnslu nidurstadna var notad parad T- prof
og P- gildi >0,05 voru talin marktaek. Nidurstddumyndir syna medaltal og stadalskekkju medaltals (e.

standard error of mean).
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4 Niourstoour

4.1 Einkjarna bléofrumur syna aukna skrideiginleika i kollagengel med
isteyptum efnatogum

Einkjarna blédfrumur voru einangradar Gr blddi og vid reektun frumanna var 6neemissvar peirra raest

med motefnaraesingu. Skrid frumanna var sidan meelt a degi fiogur til fimm i frumuraektun eda pegar

reesing 6naemissvars i frumunum var hafin. Hluti frumnanna voru medhondladar med TGF-B1 i upphafi

reektar til pess ad auka tjaningu CCR4 vidtakans. Nidurstddurnar byggja a skridi fruma i kollagengeli

med isteyptum efnatogunum CCL17 sem bindst CCR4 vidtakanum og CCL19 sem bindst CCR7

vidtakanum. Nidurstédur & mynd 5A og B syna eina tilraun.

B. Skrid einkjarna blédfrumai
kollagengeli med TGF-B1.

A. Skrid einkjarna blédfrumai
kollagengeli an TGF-$1.
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Mynd 5. Skrié einkjarna bléofruma i kollagengeli med isteyptum efnatogum, frumur
medhoéndladar i upphafi frumuraektar med eda an TGF- 1.

Nidurstbdurnar byggja a fijorum timapunktum 2, 4, 6 og 24 kist. A. Frumuskrid hja frumum
sem fengu ekki TGF-B1. Ekki sést munur milli adsteedna fram ad 24 kist en pa er
frumuskridio mest par sem CCL19 efnatoginn er isteyptur i gelid. B. Frumuskrid hja
frumum sem fengu TGF-B1. bar sést ekki munur a frumuskridi fyrr en um 24 kist og pa er
frumuskridio mest hja CCL17 efnatoganum i styrknum 100 nM.

Nidurstédur & mynd 5A og B syna ad litill munur er & skridi frumanna milli adstaedna fram ad 6 Kist.
Pad gildir hvort sem frumurnar fengu TGF-B1 i upphafi frumuraektar eda ekki. Eftir 24 klist sést hins
vegar munur milli adsteedna. Nidurstddurnar benda til pess ad einkjarna blédfrumur sem fengu TGF-
B1 i upphafi reektar hafi meiri skrideiginleika i kollagengeli en frumur sem voru ekki medhéndladar med
TGF-B1, sé midad vio fiélda fruma sem skridu i gelid. Ekki var munur & frumuskridi i kollagengel med
CCL19 efnatoganum eftir pvi hvort frumurnar voru meohdndladar med eda an TGF-B1. Hins vegar
skridou frumur sem voru ekki medhdndladar med TGF-B1 frekar i kollagengel med CCL19
efnatoganum heldur en i kollagengel med CCL17, sjA mynd 5A. bar sem CCL17 efnatoginn var
steyptur i kollagengelid skriou frumurnar frekar ef peer fengu TGF-B1 i upphafi raektar og skridid jokst

med auknum styrk efnatogans, sja mynd 5B.
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4.2 TGF-B1 eykur ekki tjaningu a CCR4 vidtakanum hja CD4+ T- frumum

| tilraunum & skridi einkjarna fruma var hluti frumanna medhondladur med TGF-B1 til pess ad auka
tjaningu CCR4 vidtakans. | nidurstédum & mynd 6 méa sja CD4+ og CD8+ T- frumur sem tjA CCR4
vidtakann fyrir reesingu s.s. i upphafi frumuraektar & degi O og a degi 4 og 5 i frumureekt. Tilraunir &
skridi einkjarna bléofruma voru framkveemdar & degi 4 eda 5 pegar reesing énaemissvars i frumunum

var hafin. Nidurstdournar skiptast eftir pvi hvort frumurnar héféu fengid TGF-B1 i upphafi frumuraektar.

A. CCR4 tjaning hja B. CCR4 tjaning hja
CD4+T- frumum. CD8+ T- frumum.
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Mynd 6. Tjaning CCR4 vidtakans hja CD4+ og CD8+ T- frumum.

CCRA4 tjaningin hja einkjarna blédfrumum sem voru medhondladar med eda an TGF-B1 var
skodud a degi 0, 4 og 5 i frumureekt. Frumurnar voru reektadar til ad skoda skrid peirra i
kollagengel. Nidurstodurnar eru priendurteknar og syna medaltal og stadalskekkju medaltals.
A. TGF-B1 hafdi ekki ahrif & CCR4 tjaningu hja CD4+ T- frumum. B. Ahrif bodefnisins TGF-B1
a tjAningu CCRA4 vidtakans hja CD8+ T- frumum & degi 5 eru ekki marktaek.

Eins og sja ma & mynd 6 péa jokst tjAning CCR4 vidtakans hja CD4+ og CD8+ T- frumum fra pvi
fyrir reesingu og fram & dag 4 og 5 i frumuraekt, en pa daga var raesing T- fruma hafin og frumurnar
voru notadar i skridtilraunir i kollagengeli. Tjaning CCR4 vidtakans var mest eftir fimm daga i
frumuraekt, 95% af CD4+ T- frumum sem fengu moétefnaraesingu tjddu CCR4 vidtakann en tjaningin
var 98% hja CD4+ T- frumum fengu moétefnarsesingu og voru auk pess medhondladar med TGF-B1. |
tilfelli reestra CD8+ T- fruma voru 92% frumanna sem tjadu CCR4 vidtakann eftir ad hafa fengido TGF-
Bl i upphafi reektar, en einungis 56% reestra CD8+ T- fruma sem fengu ekki TGF-B1 tja CCR4

vidtakann, ahrifin eru p6 ekki tolfraedilega marktaek.

4.3 CLA tjaning T- fruma leekkadi i samraekt med hudfrumum

Huofrumur og reestar einkjarna blédfrumur voru raektadar saman og var raesing Onaemissvars i
einkjarna blédfrumum framkdéllud med moétefnaraesingu. Samraektir voru medhondladar med og an D-
vitamins og ahrif a tjaningu yfirbordssameinda T- fruma meeld & degi 0, 1, 3, og 5-7. Frumur voru
losadar Ur raektinni med tvenns konar heetti, annars vegar med pipettu og hins vegar med trypsini.

Nidurstddunum er skipt upp eftir pvi hvernig frumurnar voru losadar Ur samraektinni.
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A. Tjaning CLA hja CD4+ T- frumumi B. Tjaning CLA hja CD4+ T- frumumi
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Mynd 7. Tjaning CLA sameindarinnar minnkadi i samraekt med htdfrumum hja CD4+ og
CD8+ T- frumum med eda &n D- vitamins.

Tjaning CLA sameindarinnar hja CD4+ og CD8+ T- frumum eftir samraekt med hudfrumum
sem voru medhondladar med eda an D- vitamins. Nidurstbédurnar skiptast eftir pvi hvernig
frumurnar voru losadar fra hudéfrumum i samraektinnni. Tjaning CLA var maeld a degi 0, 1,
3, og degi 5-7. Nidurstodurnar eru priendurteknar og syna medaltal og stadalskekkju
medaltals
Nidurstédur a mynd 7A-D syna CD4+ og CD8+ T- frumur sem tjadu CLA sameindina eftir samraekt
med hidfrumum, med eda an D- vitamins. Tjaning CLA a CD4+ T- frumum minnkadi i samraekt med
hadfrumum og & pad vio hvort sem frumurnar voru medhdndladar med eda an D- vitamins. Fyrir
samraekt med hGdfrumum tjadu um 28% CD4+ T- frumanna CLA sameindina. | samraektinni sem var
losud med pipettu, var tjdning CLA komin nidur i teep 13% hja CD4+ T- frumum strax & degi 1 i
samraekt med hadfrumum an D- vitamins og 9% hja frumum sem fengu D- vitamin. A lokadégum
samreektarinnar var CLA tjaningin hja CD4+ T- frumum komin nidur i 6% eftir samraekt med
hadfrumum, hvort sem frumurnar fengu D- vitamin eda ekki, sja mynd 3A. CD8+ T- frumur syndu
sému hegdéun og CD4+ T- frumur, CLA tjaningin minnkadi eftir samraekt med huofrumunum. Fyrir
samraekt med huofrumum tjadu teeplega 41% af CD8+ T- frumunum CLA en & degi 1 i samreekt var
tjAningin komin undir 20% i 6llum adstaeedum. CLA tjaningin hja CD8+ T- frumum hélt svo afram ad
minnka og & sidustu dogum samraektarinnar var tjaningin komin undir 10% i 6llum adsteedum

frumuraektarinnar.
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A. Tjaning CCR4 hja CD4+ T- frumumi
samraektmed hudfrumum.
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Mynd 8. CCRA4 tjaningin var ha hja CD4+ og CD8+ T- frumum fyrir og eftir samraekt med

hadfrumum.

Tjaning CCR4 vidtakans hja CD4+ og CD8+ T- frumum eftir samraekt med hdéfrumum sem
voru meodhondladar med eda an D- vitamins. Nidurstddurnar skiptast eftir pvi hvernig
frumurnar voru losadar fra htaéfrumum i samreektinnni. Tjaning CCR4 var meaeld & degi 0, 1,
3, og degi 5-7. Nidurstoournar eru priendurteknar og syna medaltal og stadalskekkju

medaltals.

Nidurstddur & mynd 8A-D syna tioni CD4+ og CD8+ T- fruma sem tjadu CCR4 vidtakann eftir
samraekt med hudfrumum, med eda an D- vitamins. Tjaning CCR4 vidtakans hja CD4+ og CD8+ T-
frumum var ha, um 80% CD4+ T- frumanna tjadu vidtakann fyrir samreekt. Tioni CD4+ T- fruma sem

tjddu CCR4 vidtakann breytist |itid i samraekt med hudfrumum. Medhondlun frumanna med D- vitamini
virdist samkvaemt nidurstédum & mynd 8A og B ekki hafa ahrif a tjaningu CCR4 vidtakans hja CD4+ T-

frumum, svipud hegdun var hja CD8+ T- frumum. Nidurstédurnar voru sambeerilegar hvort sem

frumurnar voru losadar fra hdadfrumunum med trypsini eda pipettu.
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A. Tjaning CCR10 vidtakans hja CD4+ B. Tjaning CCR10 vidtakans hja CD4+
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Mynd 9. Tjaning CCR10 vidtakans hja CD4+ T- frumum jékst i samraekt med hadfrumum.

Tjaning CCR10 vidtakans hja CD4+ og CD8+ T- frumum eftir samraekt med hadfrumum
sem voru medhdndladar med eda an D- vitamins. Nidurstddurnar skiptast eftir pvi hvernig
frumurnar voru losadar fra htdéfrumum i samraektinnni. Tjaning CCR10 var maeld & degi O,
1, 3, og degi 5-7. Nidurstédurnar eru priendurteknar og syna medaltal og stadalskekkju

medaltals.

Nidurstédurnar & mynd 9A og B byggja & tidni CD4+ T- fruma sem tjA CCR10 eftir samraekt med
hadfrumum med og an D- vitamins i frumuraekt. Nidurstédurnar skiptast eftir pvi hvernig frumurnar
voru losadar fra hadfrumum i samraektinni. Samkvaemt nidurstédum & mynd 9A jékst tioni CD4+ T-
fruma sem tjd CCR10 vidtakann i samraekt med hadfrumum an medhdndlunar med D- vitamini, tidnin
jokst pvi lengur sem frumurnar voru i samreektinni. Tjaning CCR10 vidtakans var 1,5% hja CD4+ T-
frumum &dur en paer voru settar i samraekt med hudfrumum og var tjaningin 2,3% & sidustu dégum
reektarinnar. bPegar frumurnar voru medhéndladar med D- vitamini minnkadi tjAning CCR10 vidtakans
hja CD4+ T- frumum i upphafi samreektar, tjaningin fér Gr 1,5% nidur i 0,9% a degi 1. Tjaningin jokst
hins vegar aftur pvi lengur sem frumurnar voru i samreekt med hidéfrumum og & sidustu dégum
samraektarinnar var tjaning CCR10 vidtakans 1,5% likt og fyrir samraekt med hudfrumum. Mynd 9C og
D synir tjaningu CCR10 vidtakans hja CD8+ T- frumum eftir samraekt med hidfrumum, tjaningin syndi
ekki sdbmu hegdun og hja CD4+ T- frumum. Trypsin var notad til ad losa frumur Gr samreektinni.
CCR10 tjaningin var leegri hja CD8+ og CD4+ T- frumum sem voru medhondladar med trypsini i lok

samreektar, sjd mynd 9B og D.
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5 Umreeda

HUdin er liffeeri sem vid erum gjorn 4 ad lita & sem sjalfsagdan hlut. Flestir lita & hidina sem hlutlausa
kdpu utan um mikilveeg innri liffeeri. HGdin er hins vegar liffeeri eitt og sér med margpaetta starfsemi
sem ekki verdur skilin nema ad kafa ofan i liffraedi hiofruma og samskipti peirra vid bandvefsfrumur,
aedapelsfrumur og 6neemisfrumur. HUdIin er vérn gagnvart areitum en jafnframt skynfeeri okkar og
6naemiskerfi. | rannsoknarvinnu minni hef ég einblint & ad auka skilning & skridi T- fruma til htdar. |
pessu sambandi setti ég upp frumuraektunarmodel sem likir ad einhverju leyti eftir in vivo adstaeedum a
skridi T- fruma Ur blédras og i huovef. Slikt frumuraektunarkerfi getur nyst til rannsékna & hvada peettir

styra T- frumum til hGdar.

Skodud voru samskipti haudfruma og T- fruma med samraektun pessara frumutegunda og ahrif a
tjaningu hadsérteeku ratvisissameindanna a T- frumum, einnig voru skodud ahrif D- vitamins a

samraekt T- fruma og hidfruma.

5.1 Frumuraektunarmodelid

Fyrstu tilraunir minar mioudu ad pvi kanna skrid einkjarna blédfruma i gegnum kollagengel en
kollagen er einmitt meginuppistada i millifrumuefni ledurhGdar. Vid skrid T- fruma til hudar ferdast
frumurnar fyrst ar bl6dras og yfir sedapelid. Sameindir sem koma par vid ségu er CLA og CCR4 sem
bindast E- selektin og efnatoganum CCL17 & aedapeli. Vid tengingu CCR4 vio CCL17 virkjast
integrinsameindir sem bindast aedapelsvidlodunarsameindum og frumurnar skrida yfir sedapelid (16).
Bl6deedar i hud liggja i gegnum ledurhid og pegar T- frumurnar hafa skridid yfir aedapelid eru paer
komnar i bandvef ledurhtdarinar. Bandvefur ledurhtdar er kollagenrikur eins og fyrr segir en auk pess
eru elastiskir og reticular praedir i vefnum dsamt frumum énsemiskerfisins, par a medal T- frumur sem
hafa skrigid til htdar (1). Hugmynd min var pvi ad nota kollagengelid til ad likja eftir kollagenrikum vef
ledurhudar i frumuraektunarmdédelinu. Efnatogarnir CCL19 og CCL17 voru steyptir i kollagengelid til ad
reyna ad auka frumuskrio i gelio. CCL19 bindst CCR7 vidtakanum sem er tjadur & 6reyndum T-

frumum (10).

| kollagengelinu var CCL19 efnatoginn notadur sem jakveett vidmid. CCL19 er bindill fyrir CCR7,
sem er eitlasérteekur ratvisisvidtaki, mest tjadur & 6reyndum T- frumum. [ skridtilraununum voru
notadar raestar einkjarna bléofrumur, en raestar T- frumur tja einnig CCR7 vidtakann pé tjaningin sé
minni en hja éreyndum T- frumum. Pegar ég lit til baka hefdi ég att ad maela tjaningu CCRY7 vidtakans
i frumuhépnum adur en ég framkvaemdi tilraunirnar, likt og ég gerdi fyrir CCR4 vidtakann sem CCL17

efnatoginn bindst.

CCL17 efnatoginn sem bindst CCR4 vidtakanum er tjddur a sedapeli. bvi m4 velta fyrir sér af
hverju efnatogi sem er tjddur 48ur en frumurnar fara i ledurhid er notadur en ekki efnatogi likt og
CCL27 sem er tjadur af hudfrumum yfirhGdar. Til ad svara pessu pétti CCL17 efnatoginn hentugri en
CCL27 pvi tjAning CCR4 vidtakans er mjog ha a T- frumum, andsteett tjaningu CCR10 vidtakans sem
er litid tjadur & T- frumum i bl6adi.
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I upphafi frumuraektar einkjarna blédfruma voru frumurnar medhéndladar med eda an TGF-B1.
Bodefnid var notad i frumuraektina til ad meela hvort aukin tjaning & CCR4 vidtakanum meeldist hja
frumum sem fengu TGF-B1. bar af leidandi hvort frumur med haerri CCR4 tjaningu syndu aukid skrid i
kollagengel med CCL17 efnatogum en nidurstddur Sallusto og félaga hoféu synt aukna mRNA
tjaningu CCR4 vidtakans pegar bodefnid var til stadar (32). A degi fimm i frumuraekt var CCR4
tjaningin mjog ha hja CD4+ T- frumum hvort sem frumurnar voru medhodndladar med eda an TGF-B1.
Anrif fra bodefninu hefdi pvi mogulega litid ad segja um aukid frumuskrid i kollagengel med CCL17
efnatoganum par sem CCR4 tjaningin var mjog ha hja CD4+ T- frumum pé peaer hafi ekki verid
medhondladar med bodefninu. CCR4 tjaning CD8+ T- fruma var mun laegri & degi fimm i frumuraekt en
hja CD4+ T- frumum og ahrif af TGF-B1 sjast & CCR4 tjaningu hja CD8+ T- frumum. Ahrif TGF-B1 &
CD8+ T- frumur eru ekki markteek og geta stafad af einstaklingsbreytileika milli syna.

Notast var vid einkjarna blédfrumur i tilraununum en ekki einangradar T- frumur préatt fyrir ad
markmidid med honnun frumuraektunarmaodelsins hafi verid ad likja eftir adsteedum vid skrid T- fruma
ar blédras og i hudvef. Asteeda pess ad notadar voru einkjarna blédfrumur var st ad skridtilraunirnar
voru préunartilraunir & notkun kollagensgelsins og gerdar til ad skoda hvort gelid vaeri hentug lausn til

ao likja eftir ledurhud i frumuraektunarmaédelinu.

Ad lokinni einangrun einkjarna blédfruma voru peer CFSE litadar til ad geta skodad frumuskiptingar
og par med hvort frumur héféu gengid i gegnum raesingu. Upphaflega var notast vid mitdgenio PHA til
aod reesa frumuhdpinn og raesingin skodud a CFSE litudum frumum i frumufleedisja. Raesingin ték hins
vegar langan tima og pvi var dkvedid ad notast vid métefnaraesingu. Métefni gegn CD3 sameindinni &
T- frumuvidtakanum og CD28 sameindinni & T- frumum voru notud. Adferdin likir p6 ekki eftir
angafrumuraesingu pvi i métefnaraesingu reesast allar frumur sem bera CD3 og CD28 sameindina, s.s.
allar T- frumur. | angafrumuraesingu eru hins vegar bara T- frumur sem eru sértaekar fyrir
motefnavakanum sem eru reestar. Einkjarna blédfrumurnar voru notadar i kollagenskridtilraunir a

fiéroa til fimmta degi i frumureekt en pa haféi stor hluti frumanna gengid i gegnum raesingu.

Nidurstodur & skridi einkjarna blédfruma i kollagengel & mynd 5 i nidurstédukafla eru Ur einni tilraun
og pvi ekki heegt ad alykta ut fra peim hvort kollagengelid henti i frumursektunarmddelid. Hins vegar
geta peer gefid visbendingar um skridhegoun frumanna. Nidurstddur minar eru skodadar a 2, 4, 6 og
24 Kist en par sem litill sem enginn munur er fyrr en vid 24 kist, ryni ég adallega i nidurstédur & peim
timapunkti. Kollagengelid med CCL19 efnatoganum voru adstaedur sem attu ad gegna hlutverki sem
jakveett viomio, borid saman vid adsteedur med CCL17 efnatoganum. Frumurnar skridu hins vegar
meira i kollagengel med CCL19 heldur en kollagengel med CCL17 i ftilfelli fruma sem voru ekki
medhodndladar med TGF-B1. bPegar frumurnar voru medhdndladar med TGF-B1 pa er frumuskridid

mest i kollagengel med CCL17 i auknum styrk.

Eftir 24 kist hafa frumurnar einnig skrigid talsvert i kollagengelid sem innihélt ekki efnatoga.
Tilraunir McGettrick og félaga & skridi T- fruma yfir sedapel sem var raektad ofan & kollagengeli syndu
ad T- frumurnar skridu illa i kollagengel &n efnatoga. Frumurnar tengdust aedapelinu en héldu ekki
afram yfir i bandvefslika gelid. isteyping efnatogans CXCL10 jok hins vegar skrid fruma i kollagengelid
0g eru nidurstddur peirra skodadar eftir 24 kist frumuskrid likt og minar nidurstédur (31).
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Kollagentilraunirnar sem voru framkveemdar leiddu okkur ad hentugri uppsetningu & maodeli til ad
skoda frumuskrid i kollagengelid. Fleiri tilraunir vid s6mu adsteedur og nidurstédur & mynd 5 i
nidurstodukafla voru framkveemdar vid, gefa okkur frekari nidurstddur a skrideiginleikum einkjarna
bl6ofruma i kollagengeli og par med hvort gelid henti mogulega til ad likja eftir ledurhio i
frumuraektunarmaodelinu.

Annar hluti verkpattarins vid ad setja upp frumuraektunarmaodel sem likir eftir ferdalagi T- fruma til
hadar var framkvaemdur med pvi ad nota Transwell frumuraektunarkerfi, (mynd 10).

Einkjarna blédfrumur

Feeranlegur efri
brunnur

Efra holf

Polycarbonatehimna
m. 5,0 pum géngum

Nedra holf

—— Hudfrumur

Mynd 10. Uppsetning a frumuraektunarmaodeli § Transwell kerfi.

Reestar einkjarna bl6dfrumur fara ofan a eedapelsfrumulagié (HUVEC frumur) sem er
medhondlad med eda an TNF-a og IL-1B. Einkjarna blédfrumurnar bindast aedapelinu,
skrida yfir pad og i gegnum himnugéngin. i botninum er hudfrumulag sem er medhéndlad
med sému bodefnum og sedapelid, mynd fra (35).

Transwell frumuraektunarbakkinn er med 24 brunnum, ofan i hverjum brunni er efra hélf sem er
faeranlegur brunnur med botn Gr polycarbonatehimnu. Himnan er med 5,0 um géngum sem frumur
geta skridid i gegnum. HUVEC frumulag var reektad ofan & himnubotninn i efri brunn
frumuraektunarbakkans, i nedri brunn voru hudfrumur raektadar & botninn. Brunnurinn var svo fylltur
upp med eeti. Frumurnar voru medhondladar med og an bodefnanna TNF-a og IL-1B, en baedi
g&dapelsfrumur og hadfrumur seyta bodefnunum i upphafi 6neemissvars. Bodefnin auka in vitro
tjAningu CCL27 efnatogans hja hudfrumum (19) en hja sedapelsfrumum auka bodefnin tjaningu
vidlodunarsameinda sem tengjast T- frumum par & medal E- selektin sem bindst CLA sameindinni a
T- frumum (10).

Tilraunin folst i skridi einkjarna blédfruma yfir sedapelslagio, i gegnum himnuna og i hudfrumulagid
i botni frumuraektunarmédelsins. Einkjarna blédfrumur voru einangradar Gr bl6di og reestar med
moétefnum  gegn CD3 og CD28 sameindunum. Frumurnar voru notadar i tilraunir &
frumuraektunarmdédelinu & fimmta til sjétta degi frumureektar en p& héfou frumurnar gengid i gegnum

reesingu. Dagamunur & uppsetningu skyrist af pvi ad ekki voru allar frumugerdar sem attu ad vera i
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frumuraektunarmaodelinu tilbdnar 4 tilsettum degi. Einkjarna blédfrumurnar voru settar ofan & HUVEC
frumulagid og fyllt upp i brunn med eeti sem hentadi T- frumum.

Skridtilraunin var félgin i ad meela tjaningu hudsérteeku ratvisissameindanna hja T- frumum i
frumuflaedisja. Skodud var tjaning T- fruma sem bundust HUVEC frumum sem voru medéhdndladar
med og an bodefnanna TNF-a og IL-18 og einnig tjaning hja T- frumum sem skridu yfir HUVEC
frumurnar, i gegnum himnuna og i htdfrumubotnlagid. Kanna atti hvort meeldist munur & tjaningu
hladsértaeku ratvisissameindanna hja T- frumum vid pessar mismunandi adstaedur.

| fyrstu uppsetningu tilraunarinnar voru tekin syni 2, 5 og 24 kist eftir ad einkjarna blédfrumurnar
voru settar & HUVEC frumulagid. Eg vildi skoda mismunandi timapunkta i upphafi til ad geta i
framhaldinu séd hvada timapunktar hentudu best til skoda skridid i frumuraektunarmdédelinu. Synin
voru litud med motefnum gegn hadsérteeku sameindunum a yfirbordi T- fruma en of faar frumur
reyndust vera i hverju syni og pvi ekki haegt ad vinna nidurstédur Ur frumufleedisjagégnum. Syni voru
pvi tekin eftir 24 kist i naestu tilraun og frumur sameinadar Ur nokkrum brunnum i eitt syni. Frumur
reyndust ennpé of faar i synum fra HUVEC frumulaginu. [ pridju tilraun voru syni tekin eftir 24 kist og
reyndust syni innihalda naegilegt magn af frumum fra badum frumulégum, nidurstddurnar eru pvi
adeins Ur einni tilraun. Enginn munur var & tjaningu hudsértaeku ratvisissameindanna hja T- frumum ar

pessari einu tilraun.

Fleiri tilraunir & frumuraektunaruppsetningunni eru naudsynlegar til ad Utfeera hana betur. Gera parf
fleiri tilraunir par sem frumuskridio er skodad eftir 24 kist en einnig parf ad skoda fleiri timapunkta og
p& mun fyrr pvi samkvaemt nidurstddum McGettrick og félaga pa skrida T- frumur hratt yfir sedapelio
og nidurstddur peirra & skridi fruma yfir aedapel eru maeldar mun fyrr en minar nidurstédur (31). |
framhaldinu pyrfti svo ad koma ledurhtdareftirlikingu inn i frumuraektunarmaédelid, en fleiri nidurstédur
a kollagengelinu parf til ad skoda hvort pad sé nothaeft i médelid. Tilraunir & frumuraektunarmdédelinu,
baedi kollagentilraunir og uppsetningar a Transwell kerfi voru frumtilraunir & préun
frumuraektunarmadelsins og pvi var notast vid einkjarna blodfrumur en ekki hreinan T- frumuhép. Til
ao fullméta hénnun frumuraektunarmaédelsins pyrfti gera tilraunir par sem einangradar yréu T- frumur til

ad nota i tilraunirnar.

5.2 Ahrif hudfruma og D- vitamins & tjaningu hudsaekinna
ratvisissameinda a T- frumum

Markmid pessa verkpattar var ad skoda ahrif D- vitamins & T- frumur og hadfrumur og svo jafnframt ad
skoda ahrif samraekar hudfruma og T- fruma med tilliti til janingar a hudsértaeku ratvisissameindanna
a T- frumum. Vid vinnslu & nidurstédum Ur frumuflaedisja i Flowjo forritinu var tjaning CLA, CCR4 og
CCR10 sameindanna takmorkud vid frumur sem tjd CD4 og CD8 sameindirnar og pvi aettu nidurstodur
ad einskordast vid tjaningu hja T- frumum en ekki hudfrumum. Nidurstdédur Homey og félaga syndu ad
CCR10 vidtakinn er ekki tjadur & hadfrumum (36) en aftur & méti komu Fujimoto og félagar fram med
paer nidurstddur ad CCR4 og CCR10 tjaning sé i haofrumum (37). Ekki er pvi haegt ad fullyrda ad

tjAning pessara sameinda sé einungis hja T- frumum.

34



Eins og i 60rum tilraunapattum pessa verkefnis var notast vido einkjarna blédfrumur sem voru
reestar med motefnaraesingu og frumur notadar i hdéfrumusamraekt pegar peer héfou gengio i gegnum
reesingu. Einkjarna bléofrumur voru notadar i samreekt a fimmta til &attunda degi frumuraektar.
Dagamunurinn skyrist af bid eftir hGofrumuraektuninni, en hadfrumurnar purftu ad pekja 70-80% af

frumuraektunarbotninum adéur en samraekt gat hafist.

Frumurnar voru losadar Ur samreekt med tvenns konar heetti, annars vegar var frumulagio sogad ur
frumuraekt med pipettu og svo var notud trypsinadferd. Trypsinadferdin var notud til ad losa frumur
sem voru ef til vill of fast bundnar hadfrumum til pess ad losna Ur reektinni med pipettu. bekkt er ad
trypsin geti klippt sameindir af frumum og ef skodadar eru nidurstddur & myndum 7-8 pa sést ad
nidurstddur a tjaningu CLA sameindarinnar og CCR4 voru sambeerilegar hvort sem frumurnar voru
losadar med pipettu eda med trypsini. Tjaning CCR10 vidtakans var hins vegar orlitid leegri a frumum
sem voru medhodndladar mead trypsini.

Nidurstddur a tjaningu sameindanna CLA, CCR4 og CCR10 a CD4+ og CD8+ T- frumum eftir
samraekt med hudfrumum med eda an D- vitamins voru priendurteknar. Nidurstédurnar syna ahrif
hudfrumusamraektar & tjaningu sameindanna med eda an D- vitamins. Ahrif D- vitaminsins er erfitt ad
tilka par sem inn i tilraunirnar vantadi adsteedur an hadfruma, par sem einungis eru skodud ahrif D-

vitamins & T- frumur.

CLA tjaningin hja CD4+ og CD8+ T- frumum minnkadi i samraekt med hudfrumum og sému ahrif
sjast ef ad D- vitamin var med i samraektinni. Moguleg skyring & tilhneigingu CLA tjaningar til ad lsekka
i haofrumusamraekt geeti verio ahrif fra hadfrumunum. begar T- frumur skrida i gegnum aedapelid
tengist CLA sameindin E- selektin en pegar frumurnar eru komnar Ut i htdvefinn er ekki lengur porf a
CLA tjaningunni og pvi moguleg skyring ad pad slékkni & henni vegna ahrifa fra hadfrumunum. Ahrif
haofruma & CLA tjaninguna milli upphafs- og lokadaga samraektarinnar eru ekki markteek, en mikill
breytileiki er & tjAningu CLA & degi 0. Breytileikinn & degi 0 getur stafad af pvi ad reestu einkjarna
bléafrumurnar hoféu verid mislengi i frumuraekt &dur en peer voru settar i samraekt med huofrumum.
CLA tjaningin laekkadi einnig pegar D- vitamin var sett i raektina, en likt og adur hefur verid nefnt i
pessari ritgerd hefur D- vitamin hamlandi ahrif & CLA sameindatjaningu (24). Forvitnilegt hefdi verid ef
tilraunir minar heféu innihaldid adstaedur par sem einungis voru skodud ahrif D- vitamins a CLA
tjaninguna hja T- frumum.

CCR4 tjaningin var mjog ha baedi hja CD4+ og CD8+ T- frumum, ekki er munur a tjaningunni hvorki
i huofrumusamraekt milli daga né ef D- vitamin var i frumuraektinni. Viétakinn er ekki sértaekur fyrir
ratvisi til hUdar nema hann sé tjadur a CLA+ T- frumum.

CCR10 tjaningin var mjog lag hja baedi CD4+ og CD8+ T- frumum og breytileiki & tjaningu CCR10
vidtakans var mikill milli tilrauna. CCR10 tjaningin hja CD4+ T- frumum hafdi tilhneigingu til ad heekka i
samreekt med hudfrumum og jokst tjaningin pvi lengur sem frumurnar voru i samraekt med
hadfrumum. Hins vegar syna CD8+ T- frumur ekki somu hegdun og CD4+ T- frumur og veikir pad
visbendinguna sem nidurstdédur CD4+ T- fruma syndu, ad hadfrumur hafi ahrif & CCR10 tjaningu T-

fruma.
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Nidurstédur minar syndu ekki pa tilhneigingu ad CCR10 vidtakinn aukist undir &hrifum D- vitamins.
Nidurstédur Heklu Sigmundsdoéttur og félaga syndu fram & ad D- vitamin eykur CCR10 tjaningu T-
fruma pegar pad er til stadar vid angafrumuraesingu 6reyndra T- fruma. Uppsetning tilraunanna eru pé
téluvert olikar, T- frumurnar sem ég meeldi CCR10 tjaninguna hja, héféu gengid i gegnum raesingu
pbegar peer urdu fyrir dhriftum D- vitaminsins. Mogulega parf D- vitaminid ad vera til stadar vid reesingu

T- frumanna til ad hafa ahrif & CCR10 vidtakann.
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6 Alyktanir

Honnun privids frumuraektunarmaodels sem likir eftir in vivo skridi T- fruma Ur blddras, yfir eedapel og i
huaovef parf ad rannsaka frekar. Adeins ein uppsetning tokst og parf ad Utfeera hana betur til ad fa4
frekari nidurstodur a hegdun T- fruma i frumuraektunarmdédelinu. Einnig parf ad rannsaka frekar
skridhegdun fruma i kollagengeli til ad likja eftir ledurhid i frumuraektunarmdédelinu og jafnvel huga ad
fleiri efnum sem geetu likt eftir ledurhtdinni. Hugmyndin var ad i fullbdnu frumuraektunarmaédeli veeri
hadfrumur reektadar & botn frumursekunarbrunns og ledurhtdarliki veeri milli sedapelsfruma og
haéfruma. Veentanlegt hlutverk frumursektunarmadelsins er ad geta skodad hvada peettir hafa ahrif a
skrid T- fruma i hudvef og pvi parf ad skoda vel hvernig T- frumur hegda sér i frumuraektunarmaédelinu
aour en fario er ad huga ad pvi.

Tilraunir & &hrifum hadfruma og D- vitamins & tjaningu hadsérteeku ratvisissameindanna & T-
frumum voru hluti af pvi markmidi ad skoda hvad hefur ahrif a skrid T- fruma i hid. Nidurstédurnar eru
ekki markteekar en nidurstddour syna visbendingu um ad hadfrumur hafi ahrif a CLA tjaningu hja T-
frumum, pessar visbendingar parf ad rannsaka betur til ad skilja betur ahrif hiudfruma & tjaningu

hudasértaekra ratvisissameinda T- fruma.

Mikilveegt er ad rannsaka hvada paettir hafa ahrif & skrid T- fruma i had, pannig ad skilningur faist a
skridi T- fruma til hadar. Sa skilningur geeti komid ad notum til ad préa medferdir og hafa ahrif & iferd
T- fruma i bolgusjukddémum i had, par a medal psoriasis par sem T- frumuskrid i hud er aukio.
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